ChinaXiv& (ERAT! 


I MENS Ve WEE BU Jes OL es Pe e BRE ER JR LATET 

2 杨 玉英 x HE GR CE 刘 洋 姚 豁 智 SR 村 OM] HEIL CRISE 

3 《黑龙 江 八 一 农垦 大 学 动物 科技 学 院 ， 大 庆 163319) 

4 fh 要 : 本 试验 旨 在 比较 分 析 雏 鸡 冷 应 激 前 后 血清 中 蛋白 质 的 表达 差异 , 并 对 重点 差异 和 蛋白 
5 ， 质 进行 鉴定 。 将 30 只 雏鸡 随机 分 为 3 组 ， 分 别 为 冷 应 激 组 、 冷 适应 组 和 常温 对 照 组 ， 收 集 各 


6 ”组 雏鸡 的 血液 制备 血清 后 进行 双向 凝 胶 电 泳 〈2-DE)， 以 获得 血清 蛋白 质 表 达 的 2-DE 图 谱 ， 


7 “对 2-DE 图 谱 进 行 差异 分 析 〈 利 用 PDQuest 8.0 软 件 )， 随 后 采用 基质 辅助 激光 解吸 电离 飞行 时 


8 ， 间 质谱 (MALDI-TOF-MS) 技 术 对 差异 表达 和 蛋白质 进行 鉴定 , 并 利用 蛋白 质 印 迹 (Western blot) 


9 ”方法 进行 验证 。 结 果 显 示 : 通过 2-DE 对 常温 对 照 组 、 冷 应 激 组 和 冷 适 应 组 纵 鸡 血清 进行 分 


10 ” 析 ， 得 到 了 比较 完整 的 差异 和 蛋白 质数 


共 找 到 差异 蛋白 质点 23 个 。 采 用 MALDI-TOF-MS 


IHH 
| 


11 ”技术 分 析 其 中 几 个 重复 性 好 且 较 为 明显 的 蛋白 质点 , 成 功 鉴定 出 4 个 差异 蛋白 质 , 其 中 2 个 为 


代谢 通路 供 能 的 相关 和 蛋白 ; 随后， 


lm 


12 ”果糖 二 磷酸 醛 缩 酶 C (ALDOC) ， 是 参与 和 葡萄糖、 能 


13 ”对 差异 蛋白 质 ALDOC 进 行 Western blot 验 证 ， 所 得 结果 与 2-DE 的 结果 相 一 人 至。 结果 表明 ， 和 雏 


14 ” 鸡 冷 应 激 前 后 血清 中 和 蛋白质 的 表达 其 有 明显 的 差异 , 这 些 蛋 白质 的 表达 差异 可 能 与 冷 应 激 有 


o 


AX 
16 ”关键 词 : NIK; AO RARA: RAM RIAA, ARRAMA 
中 


17 图 分 类 号 : $858.31 文献 标识 码 : A 文章 编号 : 


18 应 激 (stress〉 是 机 体 出 现 的 全 身 性 的 非特 异性 适应 反应 ， 当 动物 机 体 平衡 受到 威胁 时 


19 ”所 发 生 的 一 系列 生理 反应 。 应 激 原 是 指 能 引起 全 身 性 适应 症 的 条 件 或 事物 的 总 称 。 导致 应 激 
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的 因素 是 多 种 多 样 的 ,在 冬天 ， 尤 其 是 北方 ， 寒 冷 的 气候 条 件 是 导致 动物 产生 应 激 反 应 最 为 


常见 的 因素 , 对 畜 禽 的 生产 性 能 以 及 抗 病 能 力 有 着 严重 的 影响 , 极 大 地 制约 了 畜牧 行业 的 发 


展 。 


和 蛋白质 组 (proteome〉 指 一 个 基因 组 、 细 胞 、 组 织 所 表达 的 所 有 蛋白质， 最 早 由 Marc 


Wilkins 和 Keith Williams 在 1994 年 的 一 次 双向 电 沪 会 议 上 首次 提出 四。 和 蛋白 质 组 学 


(proteomics) 是 从 蛋白 质 水 平 来 分 析 蛋 白质 类 型 、 数 量 、 空 间 结 构 以 及 相互 作用 机 制 的 研 


究 C3。 近 年 来 随 着 蛋白 质 组 学 的 迅 狐 发展 ， 大 量 的 香 白 质 组 学 技术 也 被 广泛 应 用 ， 但 双向 


ER HLTK (2-DE) fW CMS) 技术 仍 是 蛋白 质 组 学 研究 中 最 为 经 典 和 基本 的 研究 方法 ， 


可 以 将 同 种 生物 不 同 状态 下 的 生物 样本 进行 比较 , 监测 蛋白 质 表 达 的 变化 , 因此 被 广泛 应 用 


于 检测 差异 表达 香 白 质 和 疾病 的 诊断 等 方面 &9。 大 量 研究 表明 ， 动 物 长 期 处 于 寒冷 环境 、 


下 会 导致 机 体内 环境 稳定 性 发 生 改变 ， 从 而 产生 一 系列 异常 的 生理 反应 ， 增 加 机 体 产 热 ， 以 


应 对 寒冷 刺激 的 影响 nu。 血清 中 丰富 的 蛋白 质 可 以 反映 出 动物 机 体 的 生理 环境 ， 可 通过 分 


析 其 表达 的 差异 , 来 判断 动物 机 体 的 生理 状态 ,并 将 其 作为 疾病 诊断 的 标志 和 蛋白质。 本 试验 


拟 利用 高 通 量 的 蛋白 质 组 学 技术 对 纵 鸡 冷 应 激 前 后 血清 中 蛋白质 的 表达 差异 进行 分 析 和 检 


测 ， 得 到 在 冷 应 激 条 件 下 表达 发 生 改 变 的 标志 和 蛋白质， 这 对 于 其 分 子 水 平 作用 机 理 的 研究 、 


疾病 的 早期 诊断 和 预防 有 着 极其 重要 的 意义 和 价值 。 


1 ”材料 与 方法 


1.1 试验 动物 


试验 动物 为 30 只 1 日 龄 的 罗曼 难 公 鸡 ， 饲 养 于 人 工 智能 气候 室内 ， 保 证 空气 流通 ， 给 予 


充足 的 水 和 饲 粮 ， 整 个 试验 期 间 均 自由 饮食 。 


1.2 动物 模型 及 分 组 


China ytd =a: | 
C hinaA IVA | T FR 


IH FIJ 
] 
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41 将 1 日 龄 的 罗曼 雏 公 鸡 随机 分 成 3 组 〈 每 组 10 只 )， 第 1 组 为 常温 对 照 组 ， 环 境 温 度 控制 在 


42 33-85 'C 《常温 对 照 组 分 2 批 处 理 ， 分 别 作 为 冷 应 激 组 和 冷 适 应 组 的 对 照 处 理 )， 第 2 组 为 冷 


43 ”应 激 组 ,3 日 龄 时 将 冷 应 激 组 置 于 25 下 2h， 然 后 后 冷 应 激 组 锥 鸡 和 对 照 组 的 5 只 雏鸡 断 头 


44 ” 取 血 ; 第 3 组 为 冷 适应 组 ， 环 境 温度 比 对照 组 低 4~6 'C， 在 第 14 天 时 将 冷 适应 组 锥 鸡 和 对 照 


45 ”组 的 5$ 只 纵 鸡 断 头 取 血 。 每 只 纵 鸡 采血 2 mL， 慢 慢 注 入 到 已 灭 菌 的 5 mL 离心 管 中 ， 室 温 静 止 


46 Ilha, 4 'C 下 3 500Xg 离 心 5 min， 小 心 收集 血清 。 


47 ”1.3 蛋白 质 样品 准备 


48 每 组 各 取出 50 hbL 血 清 样品 。 用 去 除 血 清高 丰 度 蛋白 质 试 剂 盒 Caurum serum protein mini 


49 kits) 去 除 血 清 中 的 白 蛋白 和 免疫 球 和 蛋白 G (IgG)〉。 按 二 辛 可 宁 酸 (BCA) 定量 试剂 盒 操作 


— 50 ”说 明 操 作 测 出 血清 蛋白 质 的 浓度 。 
Y" 
l 51 14 2DE 
52 2-DE 人 参照 Bio-Rad 双 向 电泳 手册 进行 操作 ， 等 电 聚 焦 CIEF) 采用 17 cm pH 4 一 7 的 胶 条 ， 


53 ”水 化 液 同 时 上 样 ， 上 样 量 为 1 mg。IEF 之 后 ， 将 固定 化 pH 梯度 PO) 胶 条 平衡 在 平衡 缓冲 液 


54 I [50 mmol/L =#% FFE ASE FA oe - Eh (Tris-HCl). 6 mol/LIR# (urea), 3096 9j = Eg 


55 (glycerin)、1% 十 二 烷 基 硫酸 钠 (SDS)、0.2% DDT, RERE AIP, 水 平 摇 床 上 平衡 15 min, 


56 ， 之 后 用 滤纸 吸 掉 多 余 的 缓冲 液 ， 将 胶 条 加 入 到 平衡 缓冲 液 工 [0 mmol/L Tris-HCl. 6 molL 尿 


57 ， 素 、30% 丙 三 酵 、1%SDS、3% 碘 乙酰 胺 (IAA)、 痕 量 溴 酚 蓝 ] 中 平衡 13 min。 平 衡 后 的 胶 条 


58 ”用 清水 冲洗 ， 滤 纸 吸 干 胶 条 表面 水 分 ， 在 12.5% 的 SDS- 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 上 进行 第 2 向 电泳 。 


59 ”电泳 结束 后 ， 立 刻 将 凝 胶 浸 入 固定 液 (40% 乙 醇 、10% 乙 酸 溶液 ) 中 2 h。 考 马 斯 亮 蓝 染 色 ， 


60 30 CC 摇动 染色 过 夜 ， 用 10% 乙 酸 反 复 漂 洗 ， 至 凝 胶 背 景 清 晰 为 止 。 染 色 后 使 用 PowerLook 2 


61 ”100XI 扫 描 仪 扫描 并 保存 凝 胶 图 像 ， 通 过 PDQuest 8.0 对 凝 胶 图 像 进行 分 析 。 
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1.5 差异 蛋白 质 的 质谱 鉴定 和 数据 分 析 


1.5.1 切取 差异 和 蛋白 质点 及 脱色 
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从 凝 胶 中 切取 选 定 适 宜 大 小 的 差异 蛋白 质点 和 非 重 白质 点 区 域 的 凝 胶 于 1 mL 于 EP 管 


中 ， 用 超 纯 水 洗涤 238, I, -20 CERF. FX 50 uL 脱色 液 《30 mmol/L 铁 氰 化 钊 溶液 和 


100 mmol/L 硫 代 硫酸 钠 按 1 : 1 混合 ) TERRA EP 管 中 涡 旋 脱 色 5 min, a 


ig 


上 述 操 作 1 


次 。 用 超 纯 水 洗涤 3 VORA LE 50% Z. 8t 20 min, E2 1 次 ， 再 加 50 mol/L 碳 


RAIA, FH 1 h; 之 后 用 180 pL 超 纯 水 洗涤 5 min， 冷 冻 干 燥 机 中 冷冻 干燥 20 min. 
1.5.2 Wf 


加 10 pL tit PEE ABB BRP CR 1508 si EET), 60 C 下 作用 30 min, 再 加 10 uL 


BCE, FELT, MRAKA Li. RR a 2—4 mm? 的 小 块 ， 移 至 用 水 洗 


涤 过 的 EP EF. H Coe tS eC 7K A Je AE TE), ARISE PR BE o 


胰 酶 作用 15 h 后 可 从 混合 物 中 获得 初始 肽 的 指纹 。 提 取 肽 段 ， 在 -20 “CLV Paki 


1.5.3 ”基质 辅助 激光 解吸 电离 飞行 时 间 质 谱 (MALDI-TOF-MS) 分 析 


干 。 


基质 辅助 激光 解吸 电离 (MALDD 中 样品 制备 是 一 个 关键 的 步骤 , 被 分 析 物 必须 迭 入 基质 


晶体 ， 如 有 盐 或 缓冲 液 污 染 存在 会 显著 影响 这 一 过 程 。 取 1 pL 冻 干 后 的 酶 解 肽 段 溶解 ， 和 


基质 按 1: 1 等 体积 混合 后 吸取 1 pL 点 样 于 不 锈 钢板 ， 室 温 干 燥 至 结晶 ， 之 后 送 入 MALDI- 


飞行 时 间 (CTOP) 质 谱 仪 进行 分 析 : 正 离子 ， 激 光源 波长 为 337 nm 的 激光 器 ， 反 射 模式 ， 加 速 


电压 为 2 kV。 


1.5.4 ”数据 库 检索 


将 质谱 分 析 所 获得 的 肽 质量 指纹 图 谱 (PMF) 用 Flexanalysis 软件 处 理 , 通过 使 用 Mascot 
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82 ”搜索 软件 搜索 NCBInr 或 Swissprot 数据 库 。 检 索 参 数 设置 :固定 修饰 为 caroamidomethy1 (C), 


83 ”可 变 修饰 为 甲 硫 氮 酸 的 氧化 ,质量 允许 的 误差 范围 为 最 大 允许 误差 控制 在 +0.5u BK 1X 10^ 


84 ”范围 内 ， 最 小 序列 覆盖 率 为 15%， 检 索 物 种 为 鸡 。 对 匹配 的 覆盖 率 、 片 段 数 、 理 论 等 电 点 


85 ”和 分 子 质 量 、 实 际 分 子 质量 进行 比较 分 析 ， 分 子 质 量 搜索 (MOWSE) 得 分 275 (P<0.05) 


86 ”为 成 功 鉴定 蛋白 质 。 


87 1.5.5 和 蛋白 质 印迹 (Western blot) 验证 


88 样品 上 样 量 为 每 个 孔 80 hg。 配制 12% 的 分 离 胶 ，80 V 低 电压 恒 压 电泳 45 min 后 改 用 


TH 


89 120V 高 电压 恒 压 电泳 大 约 90 min. ER mse MS (PVDF) 膜 浸泡 在 甲醇 溶液 中 激活 ，80 V 


90 TER FGI 2 ho 转 膜 结束 后 将 蛋白 质 膜 放 入 封闭 液 G% 脱 脂 奶 粉 溶 于 含有 1% 吐 温 的 三 羟 甲 基 


91 ， 氮 基 甲烷 缓冲 盐水 〈TBST) 中 ] 中 封闭 ， 之 后 分 别 孵育 一 抗 [ 兔 源 果糖 二 磷酸 醛 缩 酶 C 


92 (ALDOC) 多 克隆 抗体 和 磷酸 甘油 醛 脱氧 酶 GAPDHO ] 和 二 抗 〈《 奖 光标 记 ) ， 取 出 膜 后 


93 ”以 含有 1% 吐 慢 的 磷酸 缓冲 盐水 (PBST) 溶液 漂洗 3 次 ， 每 次 洗涤 10 min. EH PowerLook 


94  2100XL 扫描 仪 扫描 并 保存 图 像 。 


95 2 结果 与 分 析 


96 2.1 2-DE 结果 


97 利用 PDQuest 8.0 图 像 分 析 软 件 对 凝 胶 图 像 进 行 比较 分 析 ， 每 张 血 清 蛋白 质 2-DE 图 谱 


98 ”可 检测 到 的 蛋白 质点 有 500—600 个 〈 图 1) 。 将 2 个 试验 组 锥 鸡 血清 蛋白 质 2-DE 图 谱 与 常 


99 ” 温 对 照 组 进行 差异 对 比分 析 ， 结 果 发 现 ， 冷 应 激 组 共 找 到 差异 蛋白 质 14 个 ， 其 中 表达 上 调 


100 ”的 蛋白 质 为 8 个， 表达 下 调 的 蛋白 质 为 6 个 ; 冷 适 应 组 共 找到 差异 蛋白 质 13 个 ， 其 中 表达 


101 ”上 调 的 蛋白 质 为 7 个， 表达 下 调 的 蛋白 质 为 6 个 。 
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A: 常温 对 照 组 雏鸡 血清 蛋白 质 2-DE 图 谱 (3 HS) 2-DE map of serum proteins of chicks in normal 


temperature control group (3 days of age) ; B: 冷 应 激 组 纵 鸡 血清 蛋白 质 2-DE 图 谱 (3 日 龄 ) 2-DE map of 


serum proteins of chicks in cold stress group (3 days of age) ; A': 常温 对 照 组 雏鸡 血清 蛋白 质 2-DE 图 谱 (14 


日 龄 ) 2-DE map of serum proteins of chicks in normal temperature control group (14 days of age) ; C: “ig 


应 组 雏鸡 血清 蛋白 质 2-DE if (14 日 龄 ) 2-DE map of serum proteins of chicks in cold-adapted group (14 


days of age) 。 


图 1 雏鸡 血清 蛋白 质 2-DE 图 谱 


Fig.l 2-DE maps of serum proteins of chicks 


22 差异 蛋白 质 鉴 定 结果 


分 析 2-DE 图 谱 得 到 差异 蛋白 质点 23 个 , 利用 MALDI-TOF-MS 技 术 对 其 中 8 个 重复 性 好 且 


较为 明显 的 差异 蛋白 质点 进行 鉴定 分 析 ， 成 功 鉴定 出 4 个 差异 蛋白 质 ， 其 中 2 个 为 ALDOC， 
另外 2 个 为 未 知 蛋白 质 。ALDOC 在 冷 应 激 组 血清 中 含量 升 高 ， 以 其 中 1 个 ALDOC 为 例 ， 其 肽 


质量 指纹 图 谱 如 图 2 所 示 ， 利 用 Mascot 检 索 NCBInr 数 据 库 ， 鉴 定 出 蛋白 质 的 相关 信息 见 表 1。 
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横 坐 标 为 肽 片段 质 / 荷 比 M/Z) ， 纵 坐标 为 肽 片段 相对 丰 度 。 


The abscissa represents the peptide mass/charge ratio (M/Z), and the ordinate represents the relative 


abundance of the peptide fragment. 


图 2 差异 表达 蛋白 质 肽 质量 指纹 图 


Fig.2 The peptide mass fingerprints of differential expressed protein 
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Table 1 
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26.04 5.46 
26.04 5.46 
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“4” 表 示 表 达 下 调 


蛋白 质 ; “表示 差异 不 显著 。 


差异 表达 蛋白 质 的 MALDI-TOF-MS 分 析 鉴 定 结 


The identification results of differential expressed proteins by MALDI-TOF-MS analysis 
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Protein Protein expressed level of Protein expressed level of 
score cold stress group cold-adapted group 
183 t N 
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“1” represents up-regulated expression; “|” represents down-regulated expression; “N” represents no significant difference. 
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2.3 Western blot 验证 


利用 Western blot 方法 ， 以 磷酸 甘油 醛 脱氧 酶 (GAPDH) 作为 内 参 在 蛋白质 水 平 上 验 


证 各 组 雏鸡 血清 中 ALDOC 的 表达 情况 , 结果 与 双向 电泳 分 析 结 果 一 致 , 如 图 3 和 图 4 所 示 。 


结果 显示 : 冷 应 激 组 、 冷 适应 组 维 鸡 血清 中 ALDOC 的 表达 水 平均 高 于 常温 对 照 组 ， 且 冷 应 


激 组 与 常温 对 照 组 的 差异 达到 显著 水 平 (P<0.05) 。 


1 2 3 
GAPDH —— come = IL 4 KD 


ALDOC «mP -mm — 26kD 


1: 冷 应 激 组 Cold stress group; 2: 冷 适 应 组 Cold-adapted group; 3: 常温 对 照 组 Normal temperature 


control group. GAPDH: 磷酸 甘油 醛 脱氧 酶 glyceraldehyde-phosphate dehydrogenase; ALDOC: 果糖 二 磷酸 


醛 缩 酶 C Aldolase C fructose-bisphosphate。 


图 3 差异 表达 和 蛋白质 Western blot 分 析 验 证 


Fig.3 Verification of differential expressed protein by Western blot analysis 
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1: 冷 应 激 组 Cold stress group; 2: 冷 适 应 组 Cold-adapted group; 3: 常温 对 照 组 Normal temperature 


control group. 
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* represents difference significant compared with normal temperature control group (P<0.05). 
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Fig.4 The expression level of ALDOC in serum of chicks in different groups 
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本 试验 采用 2-DE 结合 MALDI-TOF-MS 技术 研究 了 雏鸡 在 冷 应 激 后 血清 差异 和 蛋白质 组 


学 变化 ， 获 得 的 差异 蛋白 质 涉及 和 葡萄糖、 能 量 代谢 等 相关 和 蛋白， 重点 发 现 了 差异 蛋白 质 


ALDOC 在 冷 应 激 中 潜在 的 重要 作用 ， 其 很 可 能 与 冷 应 激 引 起 的 生理 机 能 改变 相关 。 
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TANG Dejiang LI Shize* 
(College of Animal Science and Veterinary Medicine, Heilongjiang Bayi Agricultural University, 
Daqing 163319, China) 

Abstract: The objective of this experiment was to compare and analysis the difference of protein 
expression in serum of chicks before and after cold stress, and to identify the differential proteins. 
Thirty chicks were randomly divided into three groups, which were cold stress group, 
cold-adapted group and normal temperature control group. Blood samples of chicks in each group 
were collected and prepared the serum for two-dimensional gel electrophoresis (2-DE) , in order 
to obtain the 2-DE maps for protein expressions in serum. The differences of 2-DE maps were 
analysed by PDQuest 8.0 software. After chicks’ serum differential expression proteins were 
analysed, matrix-assisted laser desorption ionization time of flight mass spectrometry 
(MALDI-TOF-MS) technology was used to identify the differential expression proteins, and the 
differential expression proteins were verified by Western blot method. The results revealed that a 
relatively complete differential protein data for chicks' serum in normal temperature control group, 
cold stress group and cold-adapted group were obtained by 2-DE analysis, and 23 differential 
protein spots were detected. MALDI-TOF-MS technology was utilized to analyze several of 
reproducible and more obvious protein spots, successfully identifying 4 different proteins, two of 
them were aldolase C fructose-bisphosphate (ALDOC), which was related protein involved in 
glucose and energy metabolism pathway. Then, by using the Western blot method for further 
validated differential protein ALDOC, the results were consistent with the results of the 2-DE. 
Therefore, the results indicated that the expressions of proteins in serum of chicks before and after 
cold stress are significantly different. The expression differences of these proteins may relate to 
cold stress. 
Key words: two-dimensional electrophoresis; cold stress; proteome; differential expression protein; 


differential protein spots 
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